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1.1 Il tumore prostatico: incidenza, fattori di rischio, approcci terapeutici 
Il tumore prostatico è il secondo tipo di tumore più diffuso nel mondo dopo il 
tumore ai polmoni e rappresenta la terza causa di morte più comune nei paesi sviluppati 
(1-2). L’incidenza di tale tipo di tumore, tuttavia, varia notevolmente nelle diverse parti 
del mondo (Figura 1). Stati Uniti, Canada, Svezia, Australia e Francia hanno la più alta 
incidenza di tumore alla prostata che varia da 48,1 a 137,0 casi all’anno su 100.000 
persone (stima nel periodo 1988-1992), laddove nei Paesi europei si osserva 
un’incidenza di medio livello che varia da 23,9 a 31,0 casi all’anno su 100.000 persone. 
La più bassa incidenza si riscontra nelle popolazioni dell’Asia (da 2,3 a 9,8 casi all’anno 
su 100.000 persone) (3). A tutt’oggi non si sa bene se la differenza d’incidenza del 
tumore alla prostata fra le diverse etnie sia dovuta ai metodi di “screening” che si 
utilizzano o a fattori ambientali, genetici e/o ormonali. I fattori di rischio accertati 
comprendono l’avanzamento dell’età, i comportamenti alimentari (i.e., una dieta ricca di 
grassi animali), le abitudini sessuali (i.e., pratiche sessuali precoci e infezioni virali e 
batteriche trasmissibili per via sessuale), le funzioni ormonali, le infiammazioni 
croniche della prostata ed alterazioni genetiche (3-4). 
Vari studi hanno dimostrato una forte familiarità per il tumore della prostata: la 
presenza di uno, due o tre parenti di primo grado affetti aumenta il rischio di tumore alla 
prostata rispettivamente di 2,2, 4,9 e 10,9 volte (5). La predisposizione ereditaria quale 
fattore di rischio per il tumore della prostata è stata confermata dall’evidenza che coppie 
di gemelli monozigoti hanno un grado di ricorrenza di tale tumore 4 volte superiore a 


























Figura 1: a) Tasso di incidenza mondiale del cancro alla prostata standardizzato in base 




Ricerche epidemiologiche e sperimentali hanno dimostrato il ruolo chiave degli 
ormoni steroidei nel tumore della prostata (7-8). Tali ormoni regolano lo sviluppo, la 
crescita e la maturazione della ghiandola e la loro azione perdura nell’età adulta 
contribuendo al mantenimento della sua integrità strutturale e funzionale. La ghiandola 
costituisce l’organo bersaglio degli androgeni e la terapia basata sull’inibizione dei 
recettori degli androgeni ha rappresentato per lungo tempo la terapia di elezione per il 
tumore alla prostata (7). Recenti studi hanno dimostrato un ruolo anche degli estrogeni 
nello sviluppo e nella progressione del tumore prostatico (8). In particolare, è stato 
osservato che nelle specie suscettibili di cancro alla prostata (uomo e cane) il rapporto 
estrogeni/androgeni aumenta con l’età ed un incremento di tale rapporto è correlato allo 
sviluppo sia di iperplasia benigna che di cancro della prostata (9). Le variazioni nel 
rapporto estrogeni/androgeni sono dovuti alla riduzione della funzione testicolare 
(ridotta produzione di testosterone) e all’aumento dell’attività dell’aromatasi, enzima 
responsabile della sintesi di estrogeni, che è localizzata nello stroma prostatico. In 
passato estrogeni esogeni sono stati utilizzati per il trattamento del cancro alla prostata 
come agenti di castrazione chimica. Quando è emerso il ruolo degli estrogeni nella 
trasformazione e progressione neoplastica della ghiandola, molecole anti-estrogeni sono 
state proposte per la terapia del tumore (10). 
Nuove opportunità terapeutiche per il trattamento della crescita benigna e 
maligna della ghiandola prostatica sono emerse da studi volti alla caratterizzazione delle 
interazioni tra il tumore prostatico ed il microambiente circostante, lo stroma (11). Tali 
ricerche hanno dimostrato che lo stroma prostatico, composto da diversi tipi di cellule 
che secernono fattori di crescita, componenti della matrice extracellulare (ECM), 
metalloproteinasi e molecole angiogeniche, gioca un ruolo chiave nei processi di 
trasformazione delle cellule prostatiche da un fenotipo non tumorigenico e non 
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metastatico ad un fenotipo maligno. Le interazioni stroma-epitelio coinvolgono una 
serie di fattori solubili con i rispettivi recettori che svolgono funzioni autocrine e 
paracrine e regolano i processi dello sviluppo della prostata, l’ispessimento benigno 
della ghiandola e la sua trasformazione neoplastica. I fattori di crescita solubili che 
mediano la comunicazione bi-direzionale tra stroma ed epitelio comprendono il fattore 
di crescita epatocitario (HGF) (12-13), il “transforming growth factor-β” (TGF-β) (14), 
il fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF) (15) e molti altri che cooperano l’uno 
con l’altro o con altre molecole segnale, quali le proteine della ECM e le integrine, 
promuovendo una cascata di segnali che culminano nella crescita tumorale e nella 
diffusione metastatica in siti distanti
 
(Figura 2). Approcci terapeutici diretti verso 
componenti dello stroma risultano più promettenti rispetto alle terapie convenzionali per 
prevenire la progressione e la metastatizzazione del tumore alla prostata (10-16). 
 
1.2 Struttura del complesso HGF/c-MET 
Un classico sistema ligando-recettore per la comunicazione epiteliale-
mesenchimale nella prostata normale e cancerosa è rappresentato dal complesso HGF/c-
MET (17-18) (Figura 3). Il recettore c-MET appartiene alla famiglia dei recettori tirosin 
chinasici (RTK). Tali recettori svolgono un ruolo chiave nella regolazione di importanti 
processi cellulari quali la proliferazione, il differenziamento, la neo-vascolarizzazione e 
la riparazione dei tessuti. L’espressione aberrante di alcuni RTK è stata associata allo 




















































Il recettore c-MET è un eterodimero originato dal taglio proteolitico di un 
precursore a singola catena e formato da una catena β transmembrana (145 kD) e da una 
catena α extracellulare (50 kD) (Figura 4). La catena α eterodimerizza con la porzione 
ammino-terminale della catena β, formando il dominio SEMA, principale sito di legame 
per il ligando HGF (20). La porzione extracellulare della catena β è composta da un 
dominio ricco di cisteine, noto come “MET-related sequence” (MRS), e quattro domini 
immunoglobuline-simili. La porzione intracellulare del recettore è composta dal sito 
catalitico e da una coda C-terminale contenente due tirosine essenziali per l’attività 
fisiologica di c-MET e per il suo potenziale oncogenico (21-22). 
Il ligando ad alta affinità per c-MET, HGF, è una glicoproteina di 90 kDa 
contenente 728 residui amminoacidici. HGF appartiene alla famiglia del plasminogeno 
e contiene una porzione N-terminale caratterizzata da un “hairpin loop” seguito da 4 
domini kringle ed un dominio serin proteasico privo di attività proteolitica (Figura 5) 
(23). HGF viene secreto dalle cellule mesenchimali sotto forma di un precursore 
inattivo a singola catena che è processato proteoliticamente per dare origine alla forma 
biologicamente attiva, l’eterodimero α/β. La catena α, contenente l’N-terminale e i 
quattro domini kringle, contiene il dominio NK1 ad alta affinità di legame per il 
recettore c-MET. La catena β, legata tramite un ponte disolfuro alla catena α, anch’essa 
necessaria per il legame a c-MET, è composta da un dominio serin proteasico omologo 
alla chimotripsina
 
(24). Il dominio serin proteasico di HGF manca di attività proteolitica 
a causa dell’assenza della triade catalitica Asp-His-Ser tipica degli enzimi serin 
proteasici. Confronti tra l’attività biologica di HGF a catena doppia e del precursore 
inattivo di HGF a catena singola hanno mostrato che entrambe le forme di HGF legano 
























Figura 4: Struttura del recettore tirosin chinasico c-MET (Birchmeier et al., Nat Rev 























Figura 5: Struttura di HGF e dei suoi domini NK1 e SPH (Birchmeier et al., Nat Rev 
Mol Cell Biol. 2003;4:915-25). 
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Inoltre, vari frammenti della catena α tronchi al C-terminale (denominati NK1, 
NK2, o NK4 a seconda del numero di domini kringle conservati) legano c-MET ed in 
alcuni casi, quale ad esempio NK4, agiscono come potenti antagonisti delle funzioni di 
c-MET (26-30). 
 
1.3 Segnali cellulari e molecolari attivati dal complesso HGF/c-MET  
Il recettore c-MET è espresso in cellule epiteliali (31-32), cellule endoteliali (33-
34), mioblasti (35), cellule del sistema ematopoietico (36-37) e motoneuroni spinali 
(38). Il legame di HGF con c-MET induce l’omodimerizzazione del recettore e la 
fosforilazione di tre residui tirosinici (Y1230, Y1234 and Y1235) nel “loop” di 
attivazione del recettore conferendo ad esso attività chinasica (39) (Figura 6). La coda 
C-terminale di c-MET contiene le tirosine Y1349 e Y1356 che fosforilate costituiscono 
siti di ancoraggio per diverse proteine adattatrici intracellulari (21-22). 
Il recettore c-Met ed il ligando HGF sono espressi in numerosi tessuti durante lo 
sviluppo embrionale e nell’adulto. Studi con modelli murini hanno mostrato che, 
durante lo sviluppo, HGF e c-MET forniscono i segnali essenziali per lo sviluppo del 
fegato, della placenta e del muscolo scheletrico (40-42). Nell’adulto i risultati ottenuti 
con modelli murini indicano un ruolo importante di c-MET nel riparare e rigenerare 
tessuti danneggiati (43-46).  
L’attivazione di c-MET in vitro ed in vivo induce una molteplicità di risposte 
biologiche tra cui un aumento della capacità delle cellule a dissociarsi, distruggere la 
matrice extracellulare, migrare e proliferare (31, 33, 47-48). La prima fase di tale 




























Durante l’EMT avviene la rottura delle giunzioni che tengono unite le cellule nel 
monostrato epiteliale, le cellule riorganizzano il loro citoscheletro e perdono il fenotipo 
epiteliale acquisendone uno mesenchimale. L’EMT è un evento fondamentale in 
numerosi processi morfogenici durante lo sviluppo embrionale e durante la riparazione 
dei tessuti (49). Studi relativi all’effetto di HGF sull’EMT hanno fornito risultati 
controversi (50-52). In alcuni casi è stato riportato che HGF ha effetti inibitori sul TGF-
β, un potente induttore dell’EMT, mentre in altri casi è stato osservato che l’interazione 
tra questi due fattori regola la tubulogenesi durante la formazione e la rigenerazione di 
organi quali la ghiandola mammaria, polmone e rene. In quest’ultimo caso è stata 
suggerita l’esistenza di un “crosstalk” tra i segnali indotti da TGF-β e quelli indotti da 
HGF durante la morfogenesi e la rigenerazione di tessuti danneggiati (50, 53). 
La cascata di segnali molecolari attivata dalla formazione del complesso HGF/c-
MET per coordinare tutti gli eventi cellulari descritti è molto complessa. I residui di 
tirosina di c-MET, tra cui Y1349 e Y1356, presenti nella coda C-terminale forniscono 
un sito di ancoraggio per le proteine Grb2 e Shc che legano c-MET alla via di 
trasduzione di segnali mediata dalle protein chinasi MAPK associata alla proliferazione 
ed alla migrazione cellulare (54). La subunità p85 della fosfatidil-inositolo chinasi PI3K 
ha un ruolo fondamentale quale agente antiapoptotico (55). La proteina adattatrice Gab1 
fornisce siti di ancoraggio per diverse proteine coinvolte nella trasduzione di segnali, 
potenziando e diversificando i segnali a valle del recettore c-MET (56). Infine, le ligasi 
ubiquitine Cbl che si ancorano alla tirosina fosforilata Y1003 di c-MET svolgono un 






1.4 Ruolo del complesso HGF/c-MET nei tumori 
L’attivazione di c-MET è documentata in molteplici patologie maligne 
nell’uomo, tra cui i tumori alla vescica, mammella, cervice, colon-retto, stomaco, testa, 
collo, prostata, pancreas, reni, tiroide ed ovaie, e in vari sarcomi, tumori ematopoietici e 
melanoma (13, 45, 52, 58). Tutte le risposte fisiologiche evocate da c-MET durante la 
formazione degli organi e la rigenerazione dei tessuti sono caratteristiche anche dello 
sviluppo e della progressione del cancro. Le cellule neoplastiche, infatti, hanno la 
capacità di promuovere l’EMT, spostarsi attraverso l’ambiente extracellulare, 
sopravvivere in compartimenti estranei e proliferare per raggiungere siti distanti. La 
disregolazione delle vie di trasduzione di segnali di HGF/c-MET promuove la 
formazione di tumori e l’invasione attraverso molteplici meccanismi che comprendono: 
a) la formazione di un “loop” autocrino che rende le cellule indipendenti dai fattori di 
crescita; b) l’iperespressione di c-MET che determina l’omodimerizzazione del 
recettore e l’attivazione anche in assenza di HGF; c) la presenza di mutazioni 
puntiformi di singoli amminoacidi che generano un recettore costitutivamente attivo 
(59). 
Un’altra caratteristica importante di c-MET è la sua abilità d’interagire con altri 
recettori sulla superficie delle cellule (60). Sono stati identificati i seguenti “partners” 
molecolari di c-MET: recettori tirosin chinasici quali, ad esempio, EGFR, RON, ErbB2, 
l’integrina α6β4, i recettori per l’acido ialuronico CD44 e il gruppo B delle plexine (19, 
61-64). Il “crosstalk” tra c-MET e gli altri “partners” di membrana modula l’attivazione 
di c-MET e consente l’integrazione dei segnali che regolano le risposte cellulari. 
L’attivazione, ad esempio, delle vie di segnali di Ras-MAPK e PI3K-Akt è rafforzata 
quando c-MET è attivato contemporaneamente ad EGFR (65). 
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 In conclusione, l’attivazione di c-MET mediata dal ligando HGF implica la 
fosforilazione di alcuni residui tirosinici del recettore e la conseguente stimolazione di 
numerose vie di trasduzione di segnali a cui corrispondono una serie di risposte 
biologiche quali la mitosi, la motilità cellulare, l’angiogenesi e l’inibizione dell’apoptosi 
(19, 31, 33-36, 45, 47). L’attivazione impropria del sistema HGF/c-MET è responsabile 
dell’insorgenza, della progressione e della diffusione metastatica di numerosi tumori 
(12, 19, 25, 45, 47, 59). Ad oggi, la cascata di segnali attivata dal complesso HGF/c-
MET sia nella prostata normale che tumorale non è stata del tutto chiarita. 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
Numerose evidenze hanno dimostrato un ruolo determinante della citochina 
pleiotropica HGF e del suo recettore tirosin chinasico c-MET nella crescita e 
progressione tumorale e nelle metastasi. Questo lavoro di tesi è rivolto alla 
caratterizzazione del ruolo di HGF/c-MET nella crescita e progressione del cancro della 
prostata. In precedenza, le conseguenze biologiche del legame di HGF a c-MET sono 
state analizzate in diversi sistemi cellulari in coltura, soprattutto in linee cellulari 
tumorali, o in campioni di tessuto tumorale di diversa origine. I segnali cellulari attivati 
dal complesso HGF/c-MET, responsabili della trasformazione fenotipica di cellule 
normali in cellule tumorali, tuttavia, differiscono nei vari tessuti e, ad oggi, sono stati 
analizzati in diversi studi indipendenti, ma mai in un’unica linea cellulare. Inoltre, le 
cellule epiteliali di prostata normale e le cellule epiteliali di prostata tumorali 
differiscono nella loro risposta ad HGF (66). 
In questa ricerca sono state studiate le risposte cellulari e molecolari conseguenti 
all’interazione HGF/c-MET utilizzando cellule epiteliali di prostata umana PNT1A. Tali 
cellule rappresentano un efficace modello per l’analisi dei processi cellulari quale, ad 
esempio, la proliferazione dell’epitelio prostatico in risposta ad androgeni e fattori di 
crescita (67). Sebbene le cellule PNT1A siano considerate cellule pre-neoplastiche in 
quanto il processo di immortalizzazione con SV40T le rende suscettibili alla 
trasformazione maligna, esse sono cellule non-tumorigeniche che mostrano proprietà 
molecolari e biochimiche molto simili all’epitelio di prostata normale (68). 
Allo scopo di valutare gli effetti morfologici e molecolari derivanti 
dall’interazione HGF/c-MET nella linea cellulare epiteliale di prostata umana PNT1A, è 




di HGF NK1. Questa molecola, una variante di “splicing” di HGF, costituita dal suo 
dominio N-terminale e dal primo dominio kringle, fu dapprima descritta come 
antagonista di c-MET, ma studi successivi su colture cellulari e su modelli in vivo hanno 
stabilito il ruolo di NK1 quale agonista del recettore (26-27, 69-70). 
Il frammento NK1, prodotto per via ricombinante, e’ stato purificato e 
somministrato alle cellule PNT1A in differenti dosi e per diversi intervalli di tempo ed è 
stato valutato l’effetto di tale trattamento sulla proliferazione e migrazione cellulare. 
Successivamente, allo scopo di contribuire al chiarimento dei meccanismi molecolari 
con cui l’interazione NK1/c-MET regola i processi di proliferazione e migrazione delle 
cellule epiteliali di prostata, sono stati studiati i profili di fosforilazione di proteine 
intracellulari di segnale (ERK1/2, STAT3, SMAD2/3, Akt, c-Src, FAK) ed i livelli di 
espressione delle E-caderine, fibronectina, vimentina, -actinina e “-smooth muscle 
actin” nelle cellule PNT1A sia trattate con NK1 sia non trattate. 
I risultati ottenuti hanno dimostrato che le cellule PNT1A esprimono il recettore 
c-MET e che NK1 è in grado di attivare il recettore fosforilando residui di tirosina 
critici per la sua funzione (39). L’ attivazione di c-MET da parte di NK1 risulta in un 
incremento della proliferazione e della motilità delle cellule epiteliali di prostata 
PNT1A. La caratterizzazione del meccanismo molecolare con cui il complesso NK1/c-
MET promuove le trasformazioni fenotipiche delle cellule PNT1A possono non solo 
contribuire ad una migliore comprensione del ruolo fisiopatologico di HGF nella 
prostata umana, ma anche fornire le basi per lo sviluppo di terapie innovative per la cura 
del tumore alla prostata nell’uomo. 
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3. PROCEDURE SPERIMENTALI 
 
3.1 Materiali 
3.1.1 Anticorpi e prodotti chimici 
Anticorpi primari: l’anticorpo monoclonale di topo anti-ERK1/2 difosforilato 
(M8159), l’anticorpo monoclonale di topo anti-γ-tubulina (T6557), l’anticorpo 
monoclonale di topo anti-α-actinina (A7811), l’anticorpo monoclonale di topo anti-
vinculina (V9131), l’anticorpo monoclonale di topo anti-α-SMA (A5228), l’anticorpo 
monoclonale di topo anti-p125FAK (F2918), l’anticorpo monoclonale di topo anti-
fibronectina (F7387) sono stati acquistati dalla Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, 
MO, USA); l’anticorpo monoclonale di topo anti-fosfotirosina (sc-508), l’anticorpo 
policlonale di coniglio anti-c-MET (sc-10), l’anticorpo policlonale di coniglio anti-
fosfo-c-MET (Y1313) (sc-34085), l’anticorpo policlonale di coniglio anti-fosfo-c-MET 
(Y1349) (sc-34086), l’anticorpo policlonale di coniglio anti-fosfo-SMAD2/3 (sc-11769-
R) sono stati acquistati dalla Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA); 
l’anticorpo policlonale di coniglio anti-fosfo-Akt (#9271), l’anticorpo policlonale di 
coniglio anti-fosfo-c-Src (#2101), l’anticorpo policlonale di coniglio anti-fosfo-STAT3 
(Y705) (#9131), l’anticorpo policlonale di coniglio anti-fosfo-STAT3 (S727) (#9134) 
sono stati acquistati dalla Cell Signaling Technology Inc. (Danvers, MA, USA); 
l’anticorpo policlonale di coniglio anti-fosfo-c-MET (Y1356) (PAB9992) dalla Abnova 
(Walnut, CA, USA); l’anticorpo monoclonale di topo anti-E-caderina (ab1416), e 
l’anticorpo policlonale di coniglio anti-vimentina (ab15248) dalla AbCam (Cambridge, 
UK). 
Anticorpi secondari: l’anticorpo policlonale di capra anti-coniglio IgG-FITC 
(F0382) è stato acquistato dalla Sigma Aldrich Chemical Co., l’anticorpo policlonale di 
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capra anti-topo IgG coniugato alla perossidasi di rafano (HRP) (sc-2031) e l’anticorpo 
policlonale di capra anti-coniglio IgG-HRP (sc-3837) dalla Santa Cruz Biotechnology 
Inc. 
Prodotti chimici: 4’,6-diamidino-2-fenilindolo (DAPI) è stato acquistato dalla 
Santa Cruz Biotechnology Inc.; i reagenti SDS-PAGE dalla Bio-Rad (Richmond, CA, 
USA); La proteina-A sefarosio (CL-4B) dalla Amersham Pharmacia Biotech (Little 
Chalfont, Bukinghamshire, UK); l’inibitore di c-MET SU11274, la fibronectina da 
plasma umano (F2006), bicina e polietilen glicole dalla Sigma Aldrich Chemical Co; 
l’inibitore di MEK PD098059, l’inibitore di PI3K wortmannina dalla Calbiochem (La 
Jolla, CA, USA); l’inibitore di PI3K LY294002 dalla Cayman Chemical (Ann Arbor, 
MI, USA). 
 
3.1.2 Microrganismi e mezzi di coltura 
Escherichia coli (E. coli) ceppo JM109: il ceppo batterico è stato acquistato dalla 
Boehringer Ingelheim Italia (Milano) ed utilizzato per le manipolazioni genetiche. Il 
mezzo di coltura dei batteri è LB (Luria-Bertani), liquido e solido (Agar), preparato 
come descritto da Sambrook in Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
Pichia pastoris (P. pastoris) ceppo GS115: il ceppo è stato gentilmente fornito 
dal Prof. E. Gherardi (Laboratorio di Biologia Molecolare, MRC, Cambridge, U.K.) ed 
utilizzato come sistema di espressione della proteina ricombinante.  
I mezzi di coltura per lieviti utilizzati sono BMGY e BMMY: BMGY (“Buffered 
Minimal Glycerol”) costituito da potassio fosfato 100 mM, pH 6,0, 1,34% “yeast 
nitrogen base” (YNB), 0,002% biotina, 1% glicerolo; BMMY (“Buffered Minimal 
Methanol”), mezzo di coltura per l’induzione dell’espressione della proteina eterologa 
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in lieviti, costituito da potassio fosfato 100 mM, pH 6,0, 1,34% YNB, 0,002% biotina, 
0,5% metanolo. 
L’ampicillina (Amp) (Sigma Aldrich Chemical Co.) è stata usata alla 
concentrazione di 1 g/ml sia per le colture batteriche, sia per le colture di lievito. 
 
3.1.3 Vettore di espressione 
Vettore di espressione: pPIC9K/NK1 prodotto nel laboratorio del Prof. E. 
Gherardi attraverso l’inserzione del cDNA codificante per NK1 nel vettore pPIC9K. Il 
vettore così ottenuto è stato utilizzato come vettore di espressione della proteina in P. 
pastoris. La mappa del vettore è rappresentata in Figura 7. 
 
3.2 Metodologie 
3.2.1 Trasformazione di cellule competenti di P. pastoris 
 Cellule competenti di P. pastoris sono state ottenute attraverso un inoculo in 10 
ml di YPD (“Yeast Peptone Dextrose Medium”, Invitrogen) e cresciute per tutta la notte 
a 30°C in agitazione. Il giorno successivo, parte dell’inoculo è stato diluito in 100 ml di 
YPD fino ad una concentrazione cellulare di partenza di 0,1 OD600nm. 100 ml di coltura 
sono stati cresciuti a 30°C fino ad una concentrazione di 0,7 OD600nm. La coltura 
cellulare è stata raccolta mediante centrifugazione a 4.500 rpm per 20 minuti e lavata in 
50 ml di soluzione A [1 M sorbitolo, 10 mM di bicina, pH 8,35, 3% (v:v) glicole 
etilenico]. Le cellule sono state risospese in 4 ml di soluzione A e suddivise in aliquote 
da 0,2 ml. In ciascuna aliquota sono stati aggiunti 11 l di dimetilsolfossido (DMSO). 






























La trasformazione delle cellule competenti di P. pastoris è stata eseguita 
secondo la procedura di seguito descritta. Sono stati utilizzati 50 g di vettore 
pPIC9K/NK1, linearizzato con SAL1, in un volume finale di 20 l. Il DNA è stato 
aggiunto alle cellule competenti ancora congelate insieme ad un DNA “carrier”, 
“salmon sperm”. I campioni sono stati incubati a 37°C per 5 minuti in agitazione. Ad 
essi sono stati aggiunti 1,5 ml di soluzione B [40% (w:v) di polietilen glicole 1000, 
bicina 0,2 M, pH 8,35]. I campioni sono stati lasciati per un ora nel bagnetto a 30°C e 
successivamente centrifugati a 3000 rpm per 10 minuti. Il precipitato cellulare è stato 
risospeso in 1,5 ml di soluzione C (NaCl 0.15 M, bicina 10 mM, pH 8,35). E’ stata 
eseguita un’ultima centrifugata ed il precipitato cellulare è stato risospeso in 0,2 ml di 
soluzione C. Le cellule sono state piastrate su piastre di agarosio contenente mezzo di 
coltura selettivo His
-
 (Invitrogen) e cresciute per 2 giorni a 30°C. 
 
3.2.2. Espressione di NK1 
Espressione analitica: in primo luogo è stata effettuata una espressione analitica 
per l’individuazione del clone che meglio esprimesse NK1. Le colonie trasformate di P. 
pastoris sono state prelevate dalla piastra di trasformazione ed inoculate in 10 ml di 
BMMY. La coltura è stata incubata a 30°C in forte agitazione per 72 ore. 
Successivamente le cellule sono state raccolte mediante centrifugazione a 3500 rpm per 
15 minuti a 4°C ed allontanate. Il supernatante di ciascun clone è stato analizzato 
mediante elettroforesi SDS-PAGE. Il clone che presentava la maggiore espressione di 
NK1 è stato cresciuto e conservato in 20% glicerolo a -80°C. 
Espressione preparativa: in seguito all’individuazione del clone positivo per 
l’espressione di NK1, è stata effettuata una espressione preparativa della proteina in 2 
litri di mezzo di coltura con induzione con metanolo secondo la procedura di seguito 
 25 
 
descritta. 100 l di cellule di P. pastoris, ceppo GS115, trasformato con pPIC9K/NK1, 
sono stati inoculate in 12 ml di BMGY e cresciute per una notte a 30°C in agitazione. Il 
giorno successivo sono stati utilizzati 3 ml di questa coltura per inoculare 500 ml di 
BMGY che sono stati cresciuti per una notte fino ad una concentrazione cellulare di 5 
OD600nm. A questo punto le cellule sono state raccolte tramite centrifugazione, risospese 
in 2 litri di BMMY e cresciute per 72 ore in agitazione a 30°C. Dopo 24 ore, ogni 
giorno è stato aggiunto metanolo (0,5% finale). Dopo 72 ore le cellule sono state 
raccolte mediante centrifugazione a 8000 rpm per 40 minuti. Il supernatante contenente 
NK1 è stato filtrato in filtri da 0,22 m e conservato a 4°C. 
 
3.2.3. Elettroforesi 
La quantità di proteine totali in ciascun campione è stata determinata mediante il 
saggio Bio-Rad “DC protein”. I campioni, contenenti uguali quantità di proteine totali, 
sono stati bolliti per cinque minuti in un tampone (“sample buffer”) contenente 50 mM 
Tris-HCl, pH 6,8, 2% sodio dodecil solfato (SDS), 10% glicerolo, 0,1% blu di 
bromofenolo e 5% -mercaptoetanolo. Sono stati, quindi, caricati sul gel di 
poliacrilammide al 15% ed immersi nel tampone di corsa costituito da 25 mM Tris, 250 
mM glicina, 0,1% SDS, pH 8.3. La visualizzazione di NK1 è stata effettuata mediante 
colorazione del gel con brilliant blue di comassie preparato sciogliendo 0,25 g di 
Coomassie Blue R-250 in una soluzione costituita da 50% metanolo e 10% acido 
acetico. Il gel è stato immerso nel colorante in blanda agitazione per almeno un’ora e 
poi decolorato con una soluzione al 10% etanolo e 10% acido acetico in leggera 






 La proteina NK1 ricombinante prodotta è stata purificata mediante 
cromatografia di affinità con eparina secondo la procedura descritta da Chirgadze et al. 
(69). Per purificare la proteina di interesse da contaminanti proteici è stata utilizzata una 
resina ad affinità con eparina (Amersham Pharmacia Biotech) in colonne di dimensioni 
di 1 cm di diametro per 5 cm di altezza con un volume totale di resina di 5 ml. La 
colonna è stata equilibrata in tampone A (sodio fosfato 50 mM, pH 7,3). L’eluizione è 
stata eseguita a 4°C nello stesso tampone A con un gradiente salino lineare da 150 mM 
a 2 M NaCl ad un flusso di 2 ml al minuto per un volume totale 10 volte maggiore del 
volume della colonna. Il volume delle frazioni raccolte è stato di circa 1,5 ml ed il 
cromatogramma è stato disegnato misurando l’assorbanza dell’eluato a 280 nm. Le 
frazioni di interesse sono state riunite e conservate a -20°C. 
 Successivamente la proteina è stata purificata mediante cromatografia ad 
esclusione molecolare G200. Il volume di campione iniettato è stato di 500 l. E’ stato 
utilizzato un flusso di 0,5 ml/min e le frazioni sono state raccolte riunite, concentrate e 
conservate a -80°C. 
La concentrazione della proteina è stata determinata misurando l’assorbimento a 
280 nm, adoperando il coefficiente di assorbimento molare a 280 nm calcolato per la 
NK1 in 26030 M
-1
cm
-1. E’ stato utilizzato uno strumento CARY Lambda-Max Varian 
adoperando celle di quarzo (Hellman) con cammino ottico di 1 cm a temperatura 
ambiente. NK1 ricombinante purificato è stato diluito in acqua sterile ad una 






3.2.5 Colture cellulari 
Le cellule epiteliali di prostata umana PNT1A sono state acquistate all’ATCC 
(Rockville, MD, USA). Esse sono state coltivate in mezzo RPMI in presenza di 10% 
siero fetale bovino (FBS) inattivato al calore, 100 U/ml penicillina, 100 μg/ml 
streptomicina e 1% L-glutammina. Le cellule sono state tripsinizzate, lavate in RPMI 
contenente 10% FBS e risospese in RPMI con la quantità indicata di FBS. Sono state 
piastrate in piastre di Petri o vetrini che in alcuni casi sono stati previamente rivestiti 
con fibronectina. Per gli esperimenti di stimolazione, NK1 ricombinante è stato diluito 
nel mezzo di coltura a diverse concentrazioni finali. In alcuni esperimenti, le cellule 
PNT1A, prima della stimolazione con NK1, sono state pre-incubate con 50 μM 
PD098059 per 90 minuti, oppure 50 μM LY294002 per 1 ora, oppure 0.5 μM 
wortmannina per 1 ora, oppure 2 μM SU11274 per 16 ore. 
 
3.2.6 Immunofluorescenza 
 Le cellule PNT1A sono state piastrate su vetrini e coltivate fino al 60% di 
confluenza. Le cellule sono state lavate due volte in tampone fosfato (PBS), fissate per 
30 minuti in paraformaldeide (4%) in PBS a 4°C e lavate tre volte per 5 minuti in 
agitazione a temperatura ambiente. Le cellule fissate sono state incubate per 1 ora a 
temperatura ambiente in agitazione in una soluzione di albumina sierica bovina (BSA) 
(5%) in PBS. Dopo due lavaggi in PBS per 5 minuti, le cellule sono state incubate per 
una notte a 4°C con l’anticorpo primario anti-c-MET diluito 1:100 in PBS. Il giorno 
successivo, le cellule sono state lavate due volte in PBS per 5 minuti a temperatura 
ambiente e incubate con l’anticorpo secondario coniugato con fluoresceina-isotiocianato 
(FITC) per 2 ore a 4°C. Dopo il lavaggio in PBS, i vetrini sono stati incubati per 7 
minuti a 4°C con DAPI diluito 1:500 in PBS e lavati due volte. I coprivetrini sono stati 
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montati sui vetrini usando il mezzo di montaggio Moviol. I vetrini sono stati osservati al 
microscopio a fluorescenza Nikon Eclipse TE300 e fotografati. 
 
3.2.7 Saggio di proliferazione 
 Le cellule PNT1A sono state piastrate su piastre a 24 pozzetti alla 
concentrazione di 100.000 cellule per pozzetto e lasciate crescere per una notte in 
mezzo completo RPMI. Successivamente, le cellule sono state lavate e lasciate crescere 
per 24 ore in mezzo privo di siero (RPMI contenente 1% FBS). Le cellule, poi, sono 
state trattate con RPMI-1% FBS contenente NK1 a diverse concentrazioni 
nell’intervallo compreso tra 10-11 e 10-6 M. Le cellule di controllo (CTR) sono state 
trattate con il mezzo senza l’aggiunta di NK1. Dopo 24, 36 e 48 ore di incubazione a 
37°C, le cellule sono state tripsinizzate e il numero di cellule vive, risospese in una 
soluzione di trypan blue, è stato determinato mediante conta diretta usando un 
emocitometro. Per l’analisi statistica dei risultati è stato usato il t-student test e le 
differenze sono state considerate significative a P < 0,05. 
 
3.2.8 Saggi di “scattering” e EMT 
 Le cellule PNT1A sono state piastrate in piastre a 96 pozzetti alla 
concentrazione di 35.000 cellule per pozzetto in RPMI-1% FBS in presenza di NK1 10
-6
 
M. Le piastre sono state incubate per una notte a 37°C. Il giorno successivo, le cellule 
sono state lavate in PBS e fissate in paraformaldeide al 4% in PBS per 1 ora a 
temperatura ambiente. Dopo un ulteriore lavaggio in PBS, le cellule fissate sono state 
colorate con una soluzione di brilliant blue di comassie (0,5% Coomassie, 40% 
metanolo, 10% acido acetico, 50% acqua distillata) per 1 ora a temperatura ambiente. 
Successivamente, le cellule sono state lavate in acqua distillata e lasciate asciugare 
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completamente per 24 ore. Le cellule sono state osservate al microscopio ottico e 
fotografate. 
 
3.2.9 Saggi di “wound healing” 
 Le cellule sono state piastrate alla concentrazione di 100.000 cellule per 
pozzetto in piastre a 24 pozzetti non rivestite o preventivamente rivestite con 10 μg/ml  
fibronectina e lasciate aderire per 24 ore a 37°C in mezzo RPMI contenente 10% FBS. 
Le cellule sono state poi lavate in PBS e incubate  per una notte in RPMI contenente 1% 
FBS. Il giorno successivo è stata provocata una ferita al centro della piasta graffiando il 
monostrato cellulare con un ago da siringa per insulina. Le cellule sono state lavate in 
PBS e trattate con RPMI-1% FBS contenente NK1 10
-7
 M. Dopo 48 ore le cellule sono 
state lavate in PBS, fissate in paraformaldeide al 4%  in PBS per 1 ora temperatura 
ambiente, lavate in PBS e colorate con la soluzione di brilliant blue di comassie per 1 
ora a temperatura ambiente. Infine, le cellule sono state lavate in acqua distillata e fatte 
asciugare completamente per 24 ore. Le cellule sono state osservate al microscopio 
ottico e fotografate. 
 
3.2.10 Immunoprecipitazione di proteine e Western blotting 
 Le cellule PNT1A, sia non trattate o pre-incubate con una quantità appropriata 
di inibitore e successivamente stimolate con NK1 (10
-6
 M) per differenti intervalli di 
tempo, sono state lavate in PBS e sottoposte a lisi con 0,5 ml di tampone RIPA 
contenente 50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 1 mM EDTA, 
0,25% sodio deossicolato, 10 mM NaF, 10 μM Na3VO4, 1 mM 
fenilmetilsulfonilfluoride ed un cocktail di  inibitori delle proteasi (10 μg/ml aprotinina, 
10 μg/ml pepstatina, 10 μg/ml leupeptina). I lisati cellulari sono stati incubati a 4°C per 
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45 minuti e centrifugati a 14.000 rpm per 15 minuti a 4°C. Il sopranatante è stato 
sudddiviso in piccole aliquote che sono state conservate a -80°C fino al momento 
dell’utilizzo. 
 La quantità di proteine totali in ciascun campione è stata determinata mediante 
il saggio Bio-Rad “DC protein”. I campioni contenenti la stessa quantità di proteine (50 
μg) sono stati bolliti per 5 minuti in tampone SDS (50 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS, 
10% glicerolo, 0,1% blu di bromofenolo e 5% β-mercaptoetanolo), separati mediante 
SDS-PAGE, trasferiti su membrana Immobilion-P (Millipore, Bedford, MA, USA) e 
incubati per una notte a 4°C. Legami aspecifici sono stati bloccati mediante incubazione 
per 1 ora a temperatura ambiente con latte in polvere al 5% in TBST (20 mM Tris-HCl, 
pH 7,4, 137 mM NaCl, 0,01% Tween-20). Le membrane sono state incubate per una 
notte a 4°C con l’anticorpo primario alla diluizione appropriata. Dopo il lavaggio in 
TBST per tre volte per 5 minuti, le membrane sono state incubate con l’anticorpo 
secondario appropriato a temperatura ambiente per 45 minuti in agitazione costante. 
L’espressione delle proteine oggetto di studio è stata rivelata mediante il kit ECL 
(Amersham Pharmacia Biotech) e visualizzata mediante autoradiografia. Il filtro è stato, 
successivamente, sottoposto alla procedura di “stripping” mediante incubazione per 30 
minuti a 70°C con una soluzione contenente 2% SDS, 100 μM mercaptoetanolo in 62,5 





4.1 Sintesi ricombinante di KN1 
4.1.1. Produzione di NK1 
La prima fase del progetto di tesi ha riguardato la sintesi ricombinante di NK1 
mediante un sistema di espressione eucariotico di lievito P. pastoris. A tale scopo è 
stato necessario trasformare le cellule di lievito con il vettore di espressione per lieviti 
inducibile da metanolo codificante per il frammento NK1 di HGF. Il vettore 
pPIC9K/NK1 é stato digerito con l’enzima di restrizione SAL1 con la finalità di 
ottenere un vettore di espressione linearizzato, in quanto la probabilità di integrazione 
del vettore nel genoma di lievito aumenta in seguito a trasformazione con un vettore 
linearizzato. E’ stata, quindi, effettuata la trasformazione del ceppo GS115 di lievito P. 
pastoris reso preventivamente competente e le colonie risultanti su piastra di 
sorbitolo/agar sono state raccolte, inoculate nel mezzo di coltura per lieviti e conservate 
a -80°C. E’ stato verificato per via analitica, con colorazione al comassie di un gel 
denaturante di proteine, quale dei cloni di P. pastoris esprimesse in maggiori quantità la 
proteina di interesse (NK1). Il risultato di tale analisi è descritto in Figura 8, da cui si 
evince che NK1 risulta espresso in tutti i cloni esaminati, ma in maggiore quantità nel 
clone 8. E’ stato scelto il clone 8 per proseguire nella preparazione della proteina 
ricombinante. Il clone 8 è stato cresciuto in 2 litri dell’opportuno mezzo di coltura e 
l’espressione della NK1 è stata indotta dall’aggiunta di metanolo. La proteina rilasciata 
nel mezzo di coltura è stata separata dalle cellule di lievito mediante centrifugazione a 

























Figura 8: Espressione analitica di NK1 in seguito a trasformazione di cellule 





Il supernatante contenente NK1 è stato caricato sulla colonna cromatografica ad 
affinita’ con eparina. La proteina è stata purificata con gradiente lineare salino da una 
concentrazione iniziale di 150 mM ad una concentrazione finale 2 M (Figura 9). Le 
frazioni raccolte sono state riunite, concentrate e purificate mediante cromatografia ad 
esclusione molecolare G200. Il cromatogramma è riportato in Figura 10. Le frazioni 
della proteina purificata sono state raccolte e concentrate. E’ stata determinata la 
concentrazione delle proteine totali del campione dializzato ed è risultata una 
concentrazione di 2 mg/ml in un volume finale di 50 ml. Dalla Figura 11 si può 
evidenziare la qualità della proteina purificata. 
 
4.2 Attivita' biologica di NK1 nelle cellule epiteliali di prostata PNT1A 
4.2.1 Le cellule PNT1A esprimono c-MET. 
Studi precedenti di analisi immunoistochimica dell’espressione di c-MET in 
tessuti benigni di prostata hanno dimostrato la localizzazione del recettore di HGF nello 
strato basale epiteliale della ghiandola di prostata normale (71). Alterazioni 
dell’espressione di c-MET sono state riscontrate in linee cellulari di carcinoma di 
prostata, in tessuti affetti da neoplasia intraepiteliale prostatica di elevato grado e in 
tumori della prostata più avanzati (72-74). 
Nel nostro studio, abbiamo inizialmente valutato l’espressione della proteina c-
MET nelle cellule epiteliali di prostata PNT1A mediate immunofluorescenza e Western 
blotting. L’analisi di immunofluorescenza dimostra la localizzazione del recettore c-
MET sulla membrana delle cellule PNT1A (Figura 12a). L’analisi mediante Western 













Figura 9: Cromatogramma della purificazione di NK1 con cromatografia ad affinità di 




































































Figura 12: Espressione del recettore c-MET e fosforilazione di c-MET indotta da NK1, in 
cellule epiteliali di prostata umana. 
(a) Immunofluorescenza per c-MET. (b) Western blotting anti-c-MET (175 kDa) di lisati di 
HepG2 (controllo positivo) (lane 1) e PNT1A (lane 2). (c) Immunoprecipitazione (IPP) di c-
MET da lisati di PNT1A controllo (non trattate) (lane 1) e PNT1A trattate con NK1 (10
-6
 M) per 
5 minuti (lane 2) e Western blotting anti-fosfotirosina (α-PY). Il blot in alto è stato sottoposto 
alla procedura di “stripping” con anticorpo anti-c-MET (blot in basso). (d) Fosforilazione dei 
residui di tirosina 1313, 1349, e 1356 di c-MET indotta da NK1 in cellule PNT1A. Western 
blotting di lisati di cellule non trattate (controllo) e cellule esposte a NK1 (10
-6
 M) per 1, 2, 5 e 
10 minuti, usando gli anticorpi anti-fosfo-c-MET (Y1313), anti-fosfo-c-MET (Y1349) e anti-
fosfo-c-MET (Y1356). Il blot in alto è stato sottoposto alla procedura di “stripping” con 
l’anticorpo anti-γ-tubulina (blot in basso). (e) Western blotting con anticorpi anti-fosfo-c-MET 
(Y1313), anti-fosfo-c-MET (Y1349), e anti-fosfo-c-MET (Y1356) di lisati di cellule non trattate 
(controllo) (lane 1), cellule esposte a NK1 (10 μM) per 5 minuti sia in assenza (lane 2) che in 
presenza di 2 μM SU11274 (lane 3),. Il blot in alto è stato sottoposto alla procedura di 




banda con peso molecolare prevista di 175 kDa che corrisponde alla proteina c-MET 
(Figura 12b). La stessa banda è stata evidenziata in lisati di cellule di carcinoma 
epatocellulare di fegato umano (HepG2) (controllo positivo) (75). Questi risultati 
forniscono la prima evidenza dell’espressione di c-MET nella linea cellulare epiteliale 
di prostata umana normale PNT1A. 
La proteina matura c-MET può esistere come un complesso  in cui la 
subunità β (140 KDa) è collegata attraverso ponti disolfuro alla catena più piccola, 
che è di 35 kDa (76-77). L’attivazione di c-MET implica la fosforilazione di diversi 
residui di tirosine, tra cui i residui di tirosina nelle posizioni 1313, 1349 e 1356 
dell’estremità carbossi-terminale della subunità  del recettore (39, 78). Poiché questi 
residui hanno un ruolo cruciale nell’attivazione delle vie di trasduzione di segnali 
coinvolte nell’attività biologica di c-MET in risposta ad HGF, abbiamo valutato la 
capacità di NK1 di attivare c-MET nelle cellule PNT1A. L’aggiunta di NK1 (10-6 M) 
alle cellule ha provocato una rapida fosforilazione di c-MET, mentre il recettore appare 
fosforilato in misura minore nelle cellule di controllo (non trattate) (Figura 12c). In 
particolare, NK1 promuove la fosforilazione di c-MET a livello dei residui di Tyr 
1313/1349/1356 entro i primi 5 minuti dalla stimolazione (Figura 12d). La 
fosforilazione indotta da NK1 dei residui di tirosina è inibita dall’inibitore specifico di 
c-MET, SU11274 (79) (Figura 12e). 
Questi risultati dimostrano che il frammento NK1 conserva la capacità 
dell’intero HGF di attivare c-MET attraverso la fosforilazione di residui critici di 






4.2.2 NK1 stimola la proliferazione ed attiva ERK1/2 e STAT3 
La proliferazione cellulare incontrollata è uno dei processi tipici della 
tumorigenesi e delle metastasi. Nel sistema cellulare PNT1A l’aggiunta di NK1 
determina un incremento dose- e tempo-dipendente della proliferazione cellulare 
(Figura 13a). NK1 induce il massimo livello di proliferazione delle PNT1A alla 
concentrazione di 10
-7
 M dopo 36 ore di esposizione delle cellule. Sebbene le cellule 
prostatiche normali e tumorali possano differire nella loro risposta all’HGF, questo 
risultato ben si correla con l’attività proliferativa indotta da HGF in linee cellulari di 
cancro prostatico (74, 80-81). 
In accordo con precedenti evidenze che dimostrano che la proliferazione 
cellulare in risposta a stimolazione con HGF è mediata dall’attivazione della via di 
trasduzione del segnale Ras/MAPK (82-83), abbiamo osservato che il trattamento delle 
cellule PNT1A con NK1 (10
-6
 M) induce la fosforilazione delle chinasi ERK1/2 (Figura 
13b). La pre-incubazione delle cellule sia con l’inibitore di c-MET SU11274 o con 
PD098059, inibitore selettivo di MEK (84), attivatore diretto a monte delle MAP 
chinasi ERK1/2, previene la fosforilazione di ERK1/2 indotta dall’esposizione delle 
cellule ad NK1 (Figura 13c). Ciò indica che l’attivazione di ERK1/2 da parte di NK1 
richiede la fosforilazione di c-MET e la successiva attivazione della via di trasduzione 























Figura 13: NK1 induce proliferazione cellulare e attiva ERK1/2 e STAT3 in PNT1A. 
(a) Curve di crescita cellulare tempo- e dose-dipendenti in risposta al trattamento delle PNT1A con NK1. Il numero 
di cellule vitali è stato determinato mediante il metodo di esclusione al trypan blue. I dati riportati indicano i valori 
medi di tre esperimenti indipendenti eseguiti in triplicato. Le barre verticali indicano S.E. * P<0.05. (b) Time-course 
della fosforilazione di ERK1/2 in PNT1A indotta da NK1. Western blotting anti-fosfoERK1/2 di lisati di cellule non 
trattate (controllo) e cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 1, 2, 5 e 10 minuti. (c) Western blotting anti-fosfo-ERK1/2di 
lisati di cellule non trattate (controllo) (lane 1), cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 5 minuti in assenza (lane 2) o in 
presenza di 50 μM PD098059 (lane 3) o 2 μM SU11274 (lane 4). (d) Fosforilazione di STAT3 indotta 
dall’esposizione di PNT1A ad NK1. Western blotting anti-fosfo-STAT3 (Y505) o anti-fosfo-STAT3 (S727) di lisati 
di cellule di controllo (non trattate) e cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 1, 2, 5 e 10 minuti. (e) Western blotting anti-
fosfo-STAT3 (Y505) o anti-fosfo-STAT3 (S727) di lisati di cellule controllo (non trattate) (lane 1), cellule esposte a 
NK1 (10-6 M) per 5 minuti sia in assenza (lane 2) che in presenza di 2 μM SU11274 (lane 3) o 50 μM PD098059. 




Nella gran parte dei tipi di cancro umano è stata dimostrata l’attivazione 
costitutiva del trasduttore del segnale e attivatore della trascrizione 3 (STAT3) che 
svolge un ruolo importante nella proliferazione e sopravvivenza cellulare (85). In questo 
studio abbiamo verificato che l’aggiunta di NK1 (10-6 M) alle cellule PNT1A promuove 
la fosforilazione del residuo di tirosina di STAT3 in posizione 705, necessaria per la sua 
dimerizzazione e traslocazione nucleare, e del residuo di serina in posizione 727, 
necessaria per la massima attività trascrizionale di STAT3 (Figura 13d). La 
fosforilazione del residuo Tyr705 di STAT3 risulta inibita dalla pre-incubazione delle 
PNT1A con SU11274 prima del trattamento con NK1 (Figura 13e). Tale risultato indica 
che la fosforilazione del residuo Tyr705 di STAT3 è dipendente dall’attivazione di c-
MET. Essa risulta, invece, indipendente da MEK, come si evidenzia dalla mancanza di 
effetto dell’inibitore di MEK PD098059 sulla fosforilazione del residuo Tyr705 di 
STAT3 (Figura 13e). Al contrario, la fosforilazione del residuo Ser727 di STAT3 
richiede l’attivazione sia di c-MET che di MEK, come dimostra l’effetto inibitorio sia di 
SU11274 sia di PD098059 sulla fosforilazione di Ser727 di STAT3 indotta da NK1 in 
cellule PNT1A (Figura 13e). 
 
4.2.3 NK1 induce EMT ed attiva SMAD2/3 
La transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) è un processo biologico che 
consente ad una cellula epiteliale polarizzata, che normalmente interagisce con la 
membrana basale attraverso la sua superficie basale, di andare incontro a molteplici 
cambiamenti biochimici che la rendono capace di assumere un fenotipo mesenchimale. 
Quest’ultimo presenta un’aumentata capacità di migrazione e invasione, elevata 
resistenza all’apoptosi ed un notevole aumento della produzione delle componenti della 
matrice extracellulare (86). Precedenti evidenze suggeriscono che c-MET è in grado di 
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promuovere il processo di EMT (52-53). Abbiamo, quindi, valutato la capacità di NK1 
di promuovere EMT nelle cellule PNT1A. Prima del trattamento con NK1, le cellule 
PNT1A mostrano una normale forma epiteliale presentandosi strettamente impaccate in 
coltura, mentre in seguito all’esposizione ad NK1 (10-6 M) le cellule formano strutture 
di forma irregolare e non uniformi in densità (Figura 14a). In seguito a trattamento con 
NK1 le cellule mostrano un fenotipo mesenchimale con una forma più allungata rispetto 
alle cellule epiteliali e risultano debolmente associate mostrando alcune caratteristiche 
delle cellule staminali adulte (49, 87). 
Nel processo dell’EMT avviene la rottura delle giunzioni di aderenza cellula-
cellula che sono mediate dalle interazioni omotipiche dei domini extracellulari dell’E-
caderina (51, 57). In questo studio, abbiamo osservato una riduzione dell’espressione 
dell’E-caderina nelle cellule sottoposte a trattamento con NK1 (10-6 M) rispetto ai livelli 
di espressione nelle cellule non trattate (Figura 14b). In concomitanza alla ridotta 
espressione dell’E-caderina, il trattamento delle cellule PNT1A con NK1 per 12 ore 
promuove un aumento dei livelli di espressione dei marcatori mesenchimali vimentina, 
fibronectina, vinculina, α-actinina e α-actina del muscolo liscio (α-SMA) come 
dimostrato dagli esperimenti di Western blotting riportati in Figura 14c. Livelli superiori 
di espressione di queste proteine nelle cellule trattate con NK1 rispetto a quelli delle 
cellule di controllo (non trattate) persistono fino a 24 ore successive al trattamento. 
Inoltre, la pre-incubazione di cellule PNT1A con SU11274, prima della stimolazione 
con NK1, previene l’aumento dei livelli di espressione di questi marcatori (Figura 14d) 
























Figura 14: NK1 promuove EMT in cellule PNT1A e induce la fosforilazione di SMAD2/3. 
Il pannello di sinistra mostra la morfologia epiteliale normale di un monostrato di PNT1A che appaiono in coltura 
strettamente impaccate. Il pannello di destra mostra la morfologia mesenchimale acquisita dalle cellule in seguito al 
trattamento con NK1 (10-6 M). Le cellule mostrano una forma più allungata se confrontata alle cellule epiteliali di 
controllo (non trattate) e risultano associate meno saldamente. (b) Riduzione dei livelli di espressione di E-caderina in 
PNT1A esposte a NK1. Western blotting anti-E-caderina di lisati di cellule PNT1A controllo (non trattate) e cellule 
esposte a NK1 (10-6 M) per 12, 24 e 48 ore. (c) Aumento dei livelli di espressione di vimentina, fibronectina, 
vinculina, α-actinina, e α-SMA in cellule PNT1A esposte a NK1. Western blotting di lisati da cellule controllo (non 
trattate) e cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 12 e 24 ore usando specifici anticorpi. (d) Western blotting di lisati di 
cellule non trattate (controllo) (lane 1), cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 12 ore sia in assenza (lane 2) che in 
presenza di 2 μM di SU11274 (lane 3), usando specifici anticorpi. (e) Fosforilazione di SMAD2/3 indotta da NK1 in 
PNT1A. Western blotting anti-fosfo-SMAD2/3 di lisati di cellule controllo (non trattate) e cellule esposte a NK1 10-6 
M per 1, 2, 5 e 10 minuti. (f) Western blotting anti-fosfo-SMAD2/3 di lisati da cellule controllo (non trattate) (lane 
1), cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 5 minuti sia in assenza (lane 2) che in presenza di 50 μM PD098059 (lane 3) o 
2 μM SU11274 (lane 4). Tutti i blot in alto sono stati sottoposti alla procedura di “stripping” con l’anticorpo anti-γ-
tubulina (blot in basso) per la normalizzazione. 
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Le proteine SMAD rappresentano fattori chiave nel processo di EMT (88-90). In 
particolare, SMAD2 e SMAD3 vengono fosforilate dal recettore di TGF-β1 e 
rapidamente traslocano al nucleo in associazione con il comune mediatore SMAD4 
(91). Benché TGF-β sia considerato il principale regolatore dell’EMT, tuttavia, altri 
fattori possono indurre la fosforilazione delle proteine SMAD (92). La fosforilazione e 
la trascrizione di SMAD2 risultano, infatti, attivate da EGF ed HGF, indicando ciò che 
non solo TGF-β ma anche i recettori tirosin chinasici possono attivare le proteine 
SMAD (93). Nel nostro studio, l’aggiunta di NK1 (10-6 M) alle cellule PNT1A 
promuove un aumento della fosforilazione di SMAD2/3 tempo-dipendente (Figura 14e) 
e tale effetto è inibito dalla pre-incubazione delle cellule con l’inibitore selettivo di c-
MET SU11274 e dall’inibitore di MEK PD098059 (Figura 14f). Tali risultati indicano 
che la fosforilazione di SMAD2/3 indotta da NK1 e, più in generale, il processo di EMT 
delle cellule PNT1A richiede l’attivazione di c-MET ed ERK1/2. 
 
4.2.4 NK1 induce “scattering” ed attiva Akt 
Il processo di “scattering”, correlato alla riduzione dell’espressione dell’E-
caderina ed al contemporaneo incremento dell’adesione delle cellule alla matrice 
extracellulare mediata dalle integrine, ricapitola una serie di eventi che si verificano 
durante l’invasione tumorale e le metastasi (94). Le cellule epiteliali strettamente 
raggruppate demoliscono le loro giunzioni cellula-cellula e diventano cellule singole 
dotate di motilità ed invasività (95). Precedentemente è stato riportato che HGF causa lo 



























Figura 15: NK1 promuove “scattering” in PNT1A e fosforilazione di Akt. 
(a) Il pannello di sinistra mostra le cellule epiteliali PNT1A strettamente associate, mentre il pannello di 
destra mostra le cellule trattate con NK1 che hanno rotto le loro giunzioni cellula-cellula e appaiono come 
singole cellule. (b) Forma non-polarizzata acquisita dalle PNT1A in seguito al trattamento con NK1. (c) 
Fosforilazione di Akt indotta dall’esposizione delle PNT1A ad NK1. Western blotting anti-fosfo-Akt di 
lisati di cellule controllo (non trattate) e cellule esposte a NK1 (10
-6
 M) per 1, 2, 5 e 10 minuti. (d) 
Western blotting anti-fosfo-Akt di lisati di cellule controllo (non trattate) (lane 1), cellule esposte a NK1 
(10
-6
 M) per 5 minuti sia in assenza (lane 2) che in presenza di 50 μM PD098059 (lane 3) o 2 μM 
SU11274 (lane 4), o 0,5 μM wortammina  (lane 5), o 50 μM LY294002 (lane 6). Tutti i blot in alto sono 




In questo studio, tra i cambiamenti morfologici indotti dal trattamento delle 
cellule prostatiche PNT1A con NK1, abbiamo osservato l’induzione dello “scattering” 
che previene la crescita a grappolo tipica delle cellule epiteliali (Figura 15a) e 
conferisce loro una forma non-polarizzata (Figura 10b). In conseguenza dei 
cambiamenti morfologici che conferiscono alle cellule maggiore propensione alla 
migrazione, le cellule perdono la polarità apicale-basale e acquisiscono una polarità 
anteriore-posteriore (Figura 15b) correlata a contatti cellula-cellula deboli e ad 
un’aumentata motilità e invasività.  
Alcuni studi suggeriscono che la via di trasduzione del segnale che coinvolge 
PI3K/Akt ha un ruolo nell’attività biologica dell’HGF relativa all’induzione della 
migrazione cellulare e dell’invasione (97-98). Nella nostra indagine abbiamo 
evidenziato che la stimolazione delle cellule con NK1 (10
-6
 M) induce un rapido 
aumento dei livelli di fosforilazione della serina 473 di Akt rispetto a quelli delle cellule 
di controllo (non trattate) (Figura 15c). Questo risultato è in accordo con l’osservazione 
che alcuni tipi di cellule di cancro prostatico avanzato esprimono elevati livelli di Akt 
fosforilato (98-99). La pre-incubazione delle cellule PNT1A con PD098059 prima della 
stimolazione con NK1 non riduce l’attivazione di Akt, mentre l’inibitore SU11274 e gli 
inibitori altamente selettivi di PI3K wortmannina e LY294002 inibiscono la 
fosforilazione di Akt indotta da NK1 (Figura 15d). Questi risultati suggeriscono che la 
fosforilazione di Akt è una conseguenza dell’attivazione di c-MET indotta da NK1 e 
coinvolge la via di trasduzione del segnale di PI3K a valle, mentre è indipendente dalla 






4.2.5 NK1 promuove “wound healing” ed attiva p125FAK e c-Src 
In seguito al processo di EMT promosso dai fattori di crescita le cellule 
acquisiscono una maggiore potenzialità di migrazione e invasione (49, 51, 100). Il 
frammento di HGF NK1 è in grado di promuovere EMT nelle cellule PNT1A (Figura 
14), aumentando così la capacità delle cellule di migrare ed invadere tessuti circostanti. 
Ad ulteriore conferma dell’accresciuta motilità delle cellule PNT1A indotta da 
NK1, abbiamo eseguito esperimenti di “wound healing” sia in assenza che in presenza 
di un rivestimento di fibronectina. Le cellule PNT1A sono state deprivate del siero per 
48 ore e successivamente è stato effettuato un taglio sul monostrato cellulare mediante 
un ago. L’aggiunta di NK1 (10-7 M) ha stimolato il movimento delle cellule PNT1A 
verso la chiusura del taglio dopo 48 ore (Figura 16a). Le cellule trattate con NK1 hanno 
migrato in misura significativamente più elevata nella piastra di coltura rivestita con 
fibronectina (Figura 16b). Questo risultato indica che NK1 è in grado di stimolare la 
migrazione di cellule epiteliali di prostata umana PNT1A ed è consistente con 
l’osservazione che il processo di “wound healing” da parte delle cellule epiteliali può 
essere modulato in vitro dalla composizione della matrice extracellulare(101-102). 
Le interazioni cellulari con la matrice extracellulare giocano un ruolo essenziale 
nell’insorgenza e progressione neoplastica e nelle metastasi (103). La chinasi delle 
adesioni focali p125FAK è una proteina tirosin-chinasica citoplasmatica che gioca un 
ruolo chiave nelle vie di trasduzione di segnali attivate dalle integrine, recettori di 
superficie che legano la matrice extracellulare all’actina del citoscheletro in strutture 
cellulari chiamate adesioni focali (104-105). L’attivazione di p125FAK è essenziale per 
una migrazione cellulare efficiente in risposta alla stimolazione con fattori di crescita ed 






















Figura 16: NK1 promuove “wound healing” in PNT1A e attiva c-Src e p125FAK. 
(a, b) Il monostrato di cellule confluenti, in (a) piastre non rivestite o in (b) piastre rivestite con fibronectina, è stato 
graffiato con un ago di siringa da insulina e le cellule attaccate sono state incubate per 24 ore in assenza o in presenza 
di NK1. (c) Western blotting anti-fosfo-c-Src (Y416) di lisati di cellule controllo (non trattate) e cellule esposte a 
NK1 (10-6 M) per 1, 2, 5 e 10 minuti. (d) Western blotting anti- fosfo-c-Src (Y416) di lisati di cellule controllo (non 
trattate) (lane 1), cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 5 minuti sia in assenza (lane 2) che in presenza di 2 μM  
SU11274 (lane 3). (e) Immunoprecipitazione (IPP) di p125FAK utilizzando l’anticorpo anti-p125FAK e Western 
blotting anti-pY di lisati di cellule controllo (non trattate) e cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 1, 2, 5 e 10 minuti. (f) 
Immunoprecipitazione (IPP) di p125FAK usando l’anticorpo anti-p125FAK e Western blotting anti-pY di lisati di 
cellule di controllo (non trattate) (lane 1), cellule esposte a NK1 (10-6 M) per 5 minuti o in assenza (lane 2), o in 
presenza di 2 µM SU11274 (lane 3). Tutti i blot in alto sono stati sottoposti alla procedura di “stripping” con 
l’anticorpo anti-γ-tubulina (blot in basso) per la normalizzazione. 
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La proteina p125FAK attivata forma un complesso binario con la chinasi c-Src 
(109), bersaglio a valle attivato dal legame di HGF con il recettore c-MET (110). Il 
complesso c-Src/p125FAK può fosforilare molti altri substrati e innescare molteplici 
cascate di segnali che regolano svariate funzioni cellulari (106). In questo studio 
abbiamo osservato che l’aggiunta di NK1 (10-6 M) alle cellule PNT1A aumenta 
rapidamente la fosforilazione di c-Src a livello del residuo Tyr416 (Figura 16c) e la 
fosforilazione delle tirosine di p125FAK (Figura 11d). La fosforilazione indotta da NK1 
sia di c-Src che di p125FAK è inibita dalla pre-incubazione con l’inibitore di c-MET, 





L’invasività è un meccanismo complesso attraverso cui le cellule tumorali 
lasciano il loro sito di origine e invadono altri tessuti. Essa è il risultato di 
trasformazioni del fenotipo cellulare che acquisisce proprietà di proliferazione 
incontrollata, aumentata abilità di migrazione e resistenza all’apoptosi (111). In questo 
lavoro di tesi abbiamo dimostrato la capacità del frammento di HGF NK1 di conferire 
alle cellule epiteliali di prostata umana PNT1A un fenotipo invasivo. Tali cellule 
esprimono il recettore specifico di HGF, c-MET, che viene attivato da NK1 attraverso la 
fosforilazione dei residui di tirosina 1313/1349/1356. In risposta all’attivazione del 
recettore c-MET indotta da NK1 abbiamo osservato un incremento della proliferazione 
e della migrazione cellulare. 
Dal punto di vista morfologico, l’esposizione delle cellule a NK1 oltre ad 
un’incrementata proliferazione induce EMT e “scattering”, che sono i primi processi 
cellulari caratteristici dell’aumentata capacità di migrazione delle cellule e di 
comportamento invasivo. Durante la progressione tumorale, il processo EMT è 
necessario per la conversione da tumore benigno a cancro più invasivo ed aggressivo 
(49, 51, 112). L’induzione dell’EMT sembra essere tessuto-specifica e cellula-specifica 
(86). Il fenotipo migratorio acquisito dalle cellule PNT1A dopo il trattamento con NK1 
è sottolineato dalla riduzione dei livelli di espressione dell’E-caderina e dall’aumento 
dei livelli dei marcatori mesenchimali quali vimentina, fibronectina, vinculina, α-
actinina ed α-SMA. La perdita delle giunzioni di E-caderina tra le cellule epiteliali e il 
riarrangiamento del citoscheletro verso una forma mesenchimale allungata rende le 
cellule PNT1A maggiormente capaci di muoversi e invadere altri tessuti. L’incremento 
della motilità delle cellule PNT1A trattate con NK1 è ulteriormente dimostrata 
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dall’aumentata capacità acquisita dalle cellule a riparare una ferita prodotta 
artificialmente nel monostrato cellulare.  
I risultati ottenuti dimostrano che la stimolazione delle cellule PNT1A con NK1 
promuove tutti gli effetti (mitogenici, morfogenici e motogenici) già descritti per il 
complesso HGF/c-MET in altri sistemi cellulari e in tessuti tumorali, ma mai evidenziati 
in una linea cellulare di prostata normale e, soprattutto, mai osservati tutti insieme in un 
singolo sistema cellulare. 
Questo studio, tuttavia, non si è limitato all’osservazione dei cambiamenti 
fenotipici delle cellule trattate con NK1, ma ha anche identificato le vie di trasduzione 
di segnali attraverso cui NK1 promuove la trasformazione delle cellule PNT1A. 
L’analisi molecolare della cascata di segnali conseguenti all’attivazione di c-MET 
indotta da NK1 ha consentito di mettere in luce i complessi meccanismi molecolari che 
regolano la trasformazione maligna delle cellule prostatiche. 
La fosforilazione dei residui di tirosina di c-MET forniscono il sito di 
ancoraggio per proteine intracellulari di segnale che determinano l’attivazione della via 
di trasduzione Ras/MEK/MAPK che regola i processi di proliferazione cellulare. Nel 
nostro lavoro abbiamo osservato che il trattamento delle cellule PNT1A con NK1 
induce la fosforilazione di ERK1/2, MEK-dipendente, e l’attivazione di STAT3, 
direttamente coinvolti nei processi di proliferazione ed angiogenesi (82, 85). 
L’attivazione di STAT3 richiede la fosforilazione dei residui di Tyr707 e Ser727 che 
abbiamo osservato nelle cellule PNT1A trattate con NK1. La fosforilazione del residuo 
Ser727 è regolato dalle proteine ERK, come dimostrato dall’osservazione che essa è 
inibita dall’inibitore di MEK. 
I nostri risultati suggeriscono che anche l’attivazione promossa da NK1 delle 
proteine SMAD, coinvolte nel processo EMT, richiede la fosforilazione di ERK. La 
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fosforilazione di SMAD2/3, infatti, risulta  ridotta dal pre-trattamento delle cellule 
PNT1A con l’inibitore specifico di MEK. Possiamo, quindi, concludere che 
l’attivazione di ERK1/2, c-MET-dipendente, rappresenta un segnale molecolare chiave 
nella regolazione della proliferazione e dell’ EMT nelle cellule PNT1A stimolate con 
NK1. 
La prima fase del processo EMT è lo “scattering” attraverso cui le cellule 
epiteliali smettono di crescere raggruppate a grappolo e si separano le une dalle altre  
(86-87). Dopo questa prima fase in cui le giunzioni cellulari vengono distrutte, le cellule 
PNT1A iniziano ad acquisire una forma mesenchimale allungata e diventano fortemente 
mobili. L’attivazione della via di trasduzione del segnale PI3K/Akt è necessaria per 
l’induzione dello “scattering” delle cellule e per l’EMT (97-98). Nel nostro sistema 
cellulare, NK1 induce la fosforilazione di Akt attraverso un meccanismo PI3K-
dipendente. Lo “scattering” e l’ EMT sono i processi iniziali della migrazione cellulare, 
per cui possiamo concludere che NK1 conferisce alle cellule PNT1A aumentata 
capacità di migrazione che e’ stata ulteriormente dimostrata dagli esperimenti di 
“wound healing”. 
Le vie di trasduzione di segnali che regolano la migrazione cellulare prevedono 
il coinvolgimento delle proteine c-Src e p125FAK (107-110, 113). Nel nostro studio, 
abbiamo osservato che l’attivazione di queste due molecole dipende dall’attivazione di 
c-MET da parte di NK1, come dimostrato dagli esperimenti di inibizione della 
fosforilazione di c-Src e p125FAK in seguito all’utilizzo dell’inibitore di c-MET 
SU11274. 
In uno studio precedente in cui è stato usato un approccio proteomico per 
identificare le molecole coinvolte nella cascata di segnali attivate dal complesso HGF/c-
MET nel tumore del polmone a piccole cellule è stata dimostrata la fosforilazione di 
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numerose proteine tra cui ERK1/2, MEK, STAT3, FAK, e Akt (114). Questi risultati, 
sebbene relativi a tessuti di cancro del polmone a piccole cellule, sono concordi con i 
nostri risultati relativi alle vie di trasduzione di segnali attivate da c-MET in seguito alla 
stimolazione delle cellule di prostata PNT1A con NK1. 
Nella Figura 17 è riportato uno schema riassuntivo dei meccanismi molecolari 
attraverso cui NK1, attivando c-MET, induce la trasformazione delle cellule epiteliali di 
prostata umana PNT1A da un fenotipo normale ad un fenotipo maligno. La 
rappresentazione fa riferimento ad un modello generale del meccanismo molecolare che 
regola la trasformazione maligna delle cellule prostatiche PNT1A da parte di NK1/c-
MET, ma è evidente che tutti i meccanismi cooperano in modo sinergico. 
In conclusione, i nostri risultati suggeriscono che il dominio NK1 di HGF può 
rappresentare un valido bersaglio per l’inibizione di eventi molecolari e cellulari che 
sono responsabili della crescita e progressione del cancro alla prostata. Inoltre, 
l’identificazione delle molecole di segnale coinvolte nelle risposte cellulari 
all’attivazione di c-MET da parte di NK1 può risultare utile per lo sviluppo di nuovi 
farmaci per il trattamento della crescita benigna e maligna della ghiandola prostatica. 
Infine, dal momento che le molecole di segnale che si attivano nel processo neoplastico 
sono spesso le stesse che regolano lo sviluppo degli organi, i risultati di questo studio 

























Figura 17: Schema proposto per descrivere il meccanismo molecolare con cui il complesso 
NK1/c-MET induce proprietà tumorigeniche in cellule epiteliali normali di prostata PNT1A. Il 
complesso NK1/c-MET attiva una cascata di segnali che promuove la proliferazione cellulare, 
“scattering”, EMT e “wound healing” nelle PNT1A attraverso l’attivazione dei due principali 
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